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1972年， Ganther ら 1) はマグロ肉にメチル水銀(MM)毒性減弱作用のあることを見出し，その減毒効
果がマグロ肉中に含まれる微量元素，セレン，によることを明らかにした。その後， Iwata ら 2) やその
他の多くの研究者によってLS) ，セレンが各種実験動物や培養細胞に対する MM毒性を顕著に抑制する
ことを報告している。しかし，今日までセレンがMM毒性を減弱させるメカニズムに関して殆んど解
明されていない。セレンによる MMの蛋白への結合性の変化6) ，セレンによる MMの脱メチル化促進
作用7)，セレンの生体膜保護作用 8) などが関与しているとする 2 ~3 の仮説が提示されているが，これ
らはいずれも実験的根拠にとぼしく，いまだに明確な結論は得られていない。
そこで，著者はセレンのMM毒性減弱機作を解明する目的で，セレンと MMの直接的な相互作用に




第 1 章 MM とセレンの in vitro での相互作用ーセレンによる蛋白結合型MMの benzene 可溶型水
銀への変換機構
体内に侵入したMMは蛋白と強く結合し，通常，生理的な pHでは benzene などの有機溶媒によっ
て抽出することが出来ない。しかし，近年， Sumino ら 9) は蛋白に結合したMMが selenite とラットの






ラット組織から調製した各種可溶性画分(105.000 9上清)を Sephadex G-25 カラムクロマトグラフ
ィーにより分別し，各フラクションのMM変換活性 (bovine serum albumin に結合させたMM を，
selenite の存在下 benzene 可溶型水銀に変換する組織内成分の活性)を測定した。その結果，この
活性は void volume と低分子SH化合物の溶出位置に 2 つの分離した成分として溶出された。低分子
画分中の活性は，肝および脳では GSH，腎では L- cysteine に起因することを Dowex 1-XI 陰イオ
ン交換樹脂カラムクロマトグラフィーおよび標品を用いて明らかにした。一方， void volume に溶出
した高分子画分中の変換因子は Sephadex G-200 カラムクロマトグラフィーにより分別したところ，
全フラクションに活性が認められ，蛋白量ならびに SH基量との間にある程度の相関性が認められる
ようであった。そこで，精製蛋白， bovine pancreatic ribonuclease ( R Nase) を用いてその機作を
検討した。 Native RN ase は活性を示さなかったが還元型 RNase は添加した selenite 量に依存し
た変換活性を示した。この還元型 RNase の活性はその SH基を N- ethylmaleimide でト block すると
消失した。また， GSH や L- cysteine の活性は他の SH化合物によって置換することが可能であった
が，これらの disulfide 化合物には全く活性が認められなかった。以上の成績わよびSH化合物は se.
lenite を還元的に代謝するという報告凧11) から，本変換反応の発現には組織内の GSH や蛋白性の SH
基が必須であり，また， SH基による selenite の還元生成物が本変換反応に関与するものと考えられ
た。
そこで， GSH による selenite の還元生成物， glutathione selenotrisulfide (GS Se SG) および
hydrogen selenide(H2 Se) を合成し，他のセレン化合物と共にMM変換活性を調べた。その結果，
selenite , selenate , selenocystine およびGS Se SG は GSH の存在下にのみ活性を示した。しかし
GS Se SG がGSH により更に還元されて生成する H2 Se は単独で強いMM変換活性を示すことが明ら
かとなった。以上の成績から， MM変換反応は H2 Se のような活性型のセレンによって惹起されるも
のと推定された。そして， selenite などのセレン化合物はGSHや蛋白の SH基によって活性型のセレ
ンに代謝されたのち活性を示すものと考えられた。
各種条件下に生成した benzene 可溶型水銀の性質を簿層クロマトグラフィー (TLC) およびマススペ
クトログラフィーにより調べた。 Benzene 可溶型水銀は TLC でほぼ単一のスポットを呈し， MMとは
異なった位置に移動した。そして，その成分は水銀とセレンから成り，それぞれ2 : 1 のモル比を示
した。そこでMM とセレンのモル比が2 : 1 および3 : 1 の複合体である bis(methylmercuric) sel ・
enide (BMS) , tris (methylmercuric) selenonium nitrate (TMS) などを合成し， benzene 可溶型水
銀とそれらの性質について比較検討した。その結果， benzene 可溶型水銀は主に BMS によって構成さ
れ，その中に微量のTMS が混入するものと推定された。
以上の様に， Sumino t;9) の見出した selenite による蛋白結合型MMの benzene 可溶型水銀への変換
現象は， MM とセレンの複合体の形成に起因することが明らかになった。そして，その機作は selenite






第 2 章 MM とセレンの in vivo での相互作用 -benzene 可溶型水銀の動態
第 1 章で示した現象がセレンによる MMの毒性減弱機作の 1 つの要因となりうるか否かを明らかに
する目的でMM とセレンを併用投与したラットの体内に benzene可溶型水銀が出現するか否かについ
て検討した。
MM投与ラットに selenite を投与すると血液や組織中に benzene 可溶型水銀の生成が 1 時的に認め
られた。 Selenite 投与後30分において 血液 肝および腎の benzene 可溶型水銀はピークを示し，そ
れぞれ，総水銀量の30， 8 および2坊6 を占めた。また，このラット体内に生成した benzene 可溶型水
銀は主に BMS であることを TLC により明らかにした。以上の如く 第 1 章で示した in vitro の系と
同様に， in vivo においても BMS が形成されることが明らかとなったO
一方，この BMS の生成時に， MMの体内再分布，即ち，肝および腎の水銀蓄積量の減少ならびに
脳への水銀の取り込み増加などの現象が観察された。今日までセレンによる MMの体内再分布現象の
機作については殆んど不明であったが，今回の成績から，この現象は BMS の生成に基づくものと考
えられた。そして，これは BMS が非イオン性の物質であり， MMに比して脂溶性が高く，脳ー血液
関門を含む種々の細胞膜を容易に透過で、きる性質に起因するものと推察された。
BMS は selenite 投与後 1 時的に体内に検出されるのみであり，この複合体が減毒機作に直接，寄
与しているとは考え難い。しかし， MM と標的蛋白との結合様式や組織内での存在様式がBMS の生
成，移動，分解の過程を介して変化し，その結果， MM毒性が修飾されることは容易に想像できる。
第 3 章セレンによる MMの無機化
自然界においてMMは種々の条件下に無機化されることが知られているが1刊)， MMの無機化に関す
するセレンの関与については賛否両論があり，いまだに結論が得られていない。著者はBMS の生成
条件(第 1 章)とほぼ同一条件下においてMMが無機化されることを見出した。即ち， MM はseleni te 
と GSHの共存下に徐々に脱メチル化された。この脱メチル化反応は selenite あるいは GSH 単独で、は
起らなかった。また， GSH は L- cysteine , 2-mercaptoethanol , sodium sulfide によって置換えるこ
とが可能であった。そこで， GSH による seleni te の還元生成物(GS Se SG , H2 Se) について， MM 
の脱メチル化活性を調べた。 GS Se SG は GSH の存在下にのみ脱メチル化活性を示すが， H2Se は単
独で強い活性を示した。この様に selenite と GSH による MM脱メチル化反応には H2 Se のような活性
型のセレンが関与することが明らかになった。このことから， MMの脱メチル化反応は，恐らく，第
1 章で示した BMS の生成を経由して進むものと推察された。
MMは晴乳動物の体内で徐々に無機水銀に変化することが知られている 14 ， 1ヘしかし，その機作に関
しては殆んど不明である。著者は上述の脱メチル化反応の生体内での意義を探る目的で，生体内無機
化に及ぼす selenite 投与の影響をラットを用いて検討した。 MM投与ラットに selenite を投与し，血
可i??? ?
液および組織内の無機水銀ならびに総水銀の変動を調べた。その結果， MM投与後 2 週目から selenite
投与群ラットの腎において， MM単独投与群に比し， MM量の有意な減少ならびに無機水銀量の増加
が認められた。このようにMMの生体内無機化はセレンによって促進された。以上の成績は， selenite 









SH化合物の水銀排池促進作用は水銀化合物によって著明に異なった。 2 ,3- Dimercaptopropanol 
(BAL) はフェニール水銀や無機水銀の体外排池を促進するが， MMに対しては効果が認められなかっ
た。 BAL は水銀の体内分布にも影響を及ぼし，脳への水銀の取り込みを増加させた。一方， 2-me-
rcaptopropiony 19lycine (MPG) はMM に対して著明な排池促進作用を示したO また，中枢神経系への
水銀の取り込みに対し，影響を与えなかった。この様に， MMに対してMPG は優れた排池促進剤で
あることを見出した。
次に， MPG のMM排池促進機作について検討した。 MPG処置に対する作用の応答はきわめて早
く， MPGの排池に伴ってMMが尿中に誘導された。このことから， MPGの作用はMM-MPG キ
レートの形成に基づくものと考えられた。しかし，あらかじめ in vitro でMM-MPG キレートを調
製してマウスに投与しでも MMの排池は促進されなかった。以上の成績から， MM-MPG キレート
は生体内では容易に解離するが，大過剰のMPGの存在下においてキレートは比較的安定となり， M
PG の排池に伴ってMMが尿中に誘導されるものと推察された。
SH化合物のMM排池促進作用に及ぼすセレンの影響について検討した。 D- Penicillamine やMPG
のような SH 化合物は MM に対して強い排池促進作用を示した。セレンの併用投与はこれらの SH
化合物の作用を抑制した。また，これらの SH 化合物は比較的弱い BMS 形成能を示した。一方，
GSH , L-cysteine , 2・ mercaptoethanol のような SH化合物は MM 排法促進作用を示さず，強い
BMS形成能を示したO これらの成績は， MM に対してセレンと SH化合物が互にその結合を競合しあ
うための結果と推察された。即ち，前者の SH化合物はMM に対してセレンよりも親和性が強いため
に，水溶性の MM-SH化合物キレートを形成して MM の排植を促進するが， 後者の SH化合物は
MM-SH化合物キレートよりもむしろ脂溶性の高い BMS を形成しやすいために排、准促進作用が欠如




セレンのMM毒性減弱機作を解明する目的で， MM とセレンの直接的な相互作用を in vitro および
in vivo で検討した。
Selenite の存在下，蛋白に結合したMM を benzene 可溶型水銀に変換するラット組織内因子は GSH
および蛋白の SH 基であることを見出した。 Selenite はこれらの SH基により還元的に代謝されて
活性型のセレン (H2 Se) となり，蛋白に結合したMM と相互作用するものと推定された。そして， BMS
や TMS の様な MM とセレンの複合体が形成されることを明らかにした。
MM と selenite を併用投与したラットの体内にも一時的に benzene 可溶型水銀が出現した。そして
この benzene 可溶型水銀は主に BMS より構成されることを示した。以上のように， MM とセレンは
生体内で直接相互作用することが判明した。一方， selenite の投与はラット体内でのMMの再分布を
惹起した。そして，この再分布現象は BMS の生成に起因するものと推察された。
MMは GSH と selenite の存在下，経目的に脱メチル化され 無機水銀に変化することが明らかと
なった。一方，ラット体内でのMMの無機化は se lenite の併用投与によって促進された。以上の成績
から， selenite と GSH による MM脱メチル化反応はMMの生体内無機化に 1 つの重要な役割を果し
ているものと推定された。
次に SH化合物のMM排池促進作用およびその効果に及ぼすセレンの影響について検討した。 MM
の体外排除に関して MPG は優れた排池促進剤であることを見出した。 MPGの排池促進作用はキ
レート形成に基づくが，キレートは生体内では不安定なものと考えられた。しかし，大過剰のMPG
の存在下にキレートは比較的安定となり MPGの排池に伴なってMMが尿中に誘導されるものと考
えられた。また， SH 化合物のMM排池促進作用にはMM に対する内因性のセレンとの競合反応が 1
つの重要な要素となるものと推察された。
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論文の審査結果の要旨
本論文はセレンのメチル水銀毒性にたいする減弱機構について詳細な検討を行ない，メチル水銀と
セレンの複合体形成ならびにメチル水銀の無機化の過程が上記機作に関連していることを明らかにし
たもので，薬学博士の称号を授与するに値するものである。
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